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SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC IN SIMBOLOV 
ASC matične celice iz maščobnega tkiva (ang. adipose-derived stem cells) 
MMC mezenhimske matične celice 
EMC embrionalne matične celice (ang. embryonic stem cells) 
MC matična celica  
PLA celice iz predelanega lipoaspirata (ang. processed lipoaspirate cells) 
SVF frakcija stromalnih žilnih celic (ang. stromal vascular fraction) 
BAT rjavo maščobno tkivo (ang. brown adipose tissue)  






Pri celični terapiji se za popravilo okvar oz. poškodb pogosto uporabljajo matične celice. Od 
leta 2001 je znano, da mezenhimske matične celice (ASC, ang. adipose-derived stem cells) 
najdemo tudi v maščobnem tkivu. To sestoji iz adipocitov, ki predstavljajo tretjino celic, in 
frakcije stromalnih žilnih celic (SVF, ang. stromal vascular fraction), v kateri so prisotne tudi 
ASC. 
Uporabljajo se za celjenje ran, kroničnih razjed in fistul, pri kozmetičnih operacijah in za 
zdravljenje radiacijskih poškodb. Trenutno ASC rutinsko pridobivajo iz SVF z minimalno 
invazivnim postopkom podkožne lipoaspiracije in sledečo encimsko obdelavo s kolagenazo. 
Postopek je problematičen, ker so ostanki encima škodljivi za regeneracijo kože in tkiv, poleg 
tega pa je uporaba encimov pravno strogo regulirana. Zato se kot alternativa proučujejo 
mehanske metode, med katerimi je osnovna centrifugiranje. 
V tem magistrskem delu smo raziskali učinkovitost mehanske izolacije stromalnih žilnih celic 
iz človeškega maščobnega tkiva, ki predstavlja alternativo metodi centrifugiranja. Preverili 
smo, kako na učinkovitost izolacije vplivata oblika povezovalnega priključka in število 
potiskov skozi brizgo. Primerjali smo dva priključka različne oblike ter 15, 30 in 60 potiskov. 
Kontrolni eksperiment je uporabljal zgolj centrifugiranje. 
Uspešnost postopka smo ocenili z analizo parametrov pridobljenih celic. Merili smo število 
celic in klonogeni potencial pridobljenih celic. Nato smo preverili še sposobnosti pridobljenih 
celic za diferenciacijo z gojenjem v adipoindukcijskem in osteoindukcijskem gojišču. 
Diferenciacijo v adipoindukcijskem gojišču smo ovrednotili z barvanjem z barvilom Oil Red 
O, ki obarva lipidne vakuole. Diferenciacijo v osteoindukcijskem gojišču smo spremljali z 
merjenjem koncentracije kalcija, ki so ga celice izločile. 
Ugotovili smo, da lahko optimiziramo mehanični postopek izolacije SVF. V primerjavi s 
centrifugiranjem smo dosegli do 93-krat večji izkoristek. Encimska metoda razgradnje pa je 
imela še vedno 16-krat večji izkoristek od optimizirane mehanske razgradnje. Celice, 
pridobljene z optimiziranim mehanskim postopkom so sicer imele nekoliko slabše fenotipske 
lastnosti, a so kljub temu izkazovale enako sposobnost diferenciacije kakor tiste, izolirane z 
encimsko izolacijo. 
Ključne besede: mezenhimske matične celice iz maščobe (ASC), stromalne žilne celice 




In cell therapy, stem cells are commonly used to repair damages and treat injuries. Since 
2001, adipose-derived stem cells (ASC) have been known to be found in adipose tissue, as 
well. It consists of adipocytes, which make up a third of the cells, and a stromal vascular 
fraction (SVF), which also comprises ASC. 
They are used for healing of wounds, chronic ulcers and fistulas, in cosmetic surgery and for 
treating radiation injuries. Currently, ASC are routinely obtained from SVF by a minimally 
invasive process of subcutaneous lipoaspiration, followed by enzymatic processing with 
collagenase. The process is problematic due to enzyme residues, which are detrimental to skin 
and tissue regeneration. Additionally, the use of enzymes is strictly regulated. Therefore 
mechanical methods as alternatives are studied with centrifugation being the most 
rudimentary. 
In this thesis, the effectiveness of mechanical isolation of SVF from human adipose tissue as 
an alternative to the centrifugation method was studied. We tested how the isolation 
efficiency is affected by the shape of a connecting nozzle and the number of transfers through 
the syringe. We compared two nozzles of different shapes with 15, 30 and 60 transfers. In the 
control experiment, only centrifugation was used. 
The efficiency of the procedure was assessed by analysing the parameters of the obtained 
cells. The number of the cells and their clonogenic potential were determined. Subsequently, 
the ability of the cells to differentiate was measured by culturing them in adipoinduction and 
osteoinduction medium.  Their differentiation in the adipoinduction medium was evaluated by 
Oil Red O, which dyes lipid vacuoles. Their differentiation in the osteoinduction medium was 
determined by measuring the concentration of calcium, which had been excreted by the cells. 
We found that the mechanical isolation process can be optimised. Compared to centrifugation, 
a 93 times higher efficiency was measured. However, the enzymatic degradation method was 
still 16 times more efficient that the optimised mechanical decomposition. The cells obtained 
by the optimised mechanical process exhibited slightly poorer phenotypic properties, yet they 
had the same differentiation ability as the enzymatically isolated cells. 
Key words: adipose-derived stem cells (ASC), stromal vascular fraction (SVF), mechanical 





1.1 CELIČNE TERAPIJE 
 
Celična terapija je vrsta naprednega zdravljenja, kamor sodita tudi genska terapija in tkivno 
inženirstvo. Celično zdravljenje temelji na uporabi različnih vrst celic, najpogosteje matičnih, 
ki jih lahko usmerimo in diferenciramo v različne celične tipe, potrebne za popravilo 
okvarjenih/poškodovanih celic ali tkiv (1). Celično terapijo lahko opišemo tudi kot 
zdravljenje, pri katerem celični material vbrizgamo ali kako drugače vnesemo v bolnika (2). 
Začetke celične terapije zasledimo v devetnajstem stoletju, ko je pionir na tem področju, 
Charles-Edward Brown-Séquard (1817-1894) poskušal ublažiti učinke staranja tako, da je 
prostovoljcem injiciral izvlečke živalskih testisov. V naslednjem stoletju, natančneje leta 
1931, pa je Paul Niehans (1882-1971), ki ga štejemo za izumitelja celične terapije, poskušal 
pozdraviti bolnika z injiciranjem materiala, pridobljenega iz telečjega zarodka. Trdil je tudi, 
da je na ta način zdravil ljudi z rakom, vendar to ni bilo nikoli potrjeno z raziskavami (3). 
Leta 1954 so raziskovalci ugotovili, da lahko laboratorijske živali zaščitijo pred zavrnitvijo 
presajenih organov tako, da jim predhodno aplicirajo celice živali darovalk (4). Sledila je prva 
uspešna presaditev kostnega mozga, ki jo je leta 1956 opravil E. Donnall Thomas v 
Cooperstownu v New Yorku. Bolnika z levkemijo je zdravil s kostnim mozgom njegovega 
zdravega enojajčnega brata dvojčka. Ta uspešna presaditev krvotvornih matičnih celic je na 
široko odprla vrata tovrstnemu zdravljenju bolnikov z levkemijami, anemijo srpastih celic in 
tistih s podedovanimi imunskimi pomanjkljivostmi (5).  
V zadnjih letih so se celične terapije močno razširile. Če so bile v preteklosti omejene zgolj na 
transfuzije krvi in presajanje kostnega mozga oz. krvotvornih matičnih celic, pa jih danes 
uporabljamo tudi za obnovo oz. regeneracijo tkiv, nadomeščanje okvarjenih genov, imunsko 
modulacijo ter za presnovno podporo pri motnjah, ki lahko prizadenejo skoraj vsako tkivo in 







1.2 MAŠČOBA KOT VIR CELIC 
 
1.2.1 Maščobno tkivo 
 
Maščobno tkivo je posebna vrsta vezivnega tkiva. Je kompleksno, saj ga, poleg maščobnih 
celic ali adipocitov, sestavljajo tudi druge vrste celic. Izvira iz mezodermalne plasti zarodka, 
in se razvija tako pre- kot post-natalno. Mikroskopsko lahko adipocite v zarodku opazimo v 
drugem trimesečju. Adipociti sicer predstavljajo zgolj 1/3 celotnega maščobnega tkiva, 
preostanek pa tvorijo gladko-mišične celice žil, fibroblasti, endotelijske celice, makrofagi, 
monociti, predniških adipocitov (pre-adipociti) in matične celice ASC (ang. adipose-derived 
stem cells) (7, 8). 
Na makroskopski ravni ločimo vsaj pet različnih vrst maščobnega tkiva, in sicer kostni 
mozeg, rjavo maščobno tkivo, žlezno maščobno tkivo, belo maščobno tkivo in mehansko 
(podporno) maščobno tkivo. Vsako izmed njih ima posebno biološko funkcijo. Maščobno 
tkivo, ki v kostnem mozgu odraslih zaseda prostore, kjer je včasih potekala hematopoeza, igra 
tako pasivno kot tudi aktivno vlogo. Slednja je vezana na njegovo funkcijo rezervoarja 
energije in vira citokinov, potrebnih za osteogenezo in hematopoezo. Rjavo maščevje (BAT - 
ang. brown adipose tissue) ima izrazito termogeno vlogo (7). Njegova rjava barva je posledica 
velikega števila mitohondrijev, ki iz prostih maščobnih kislih proizvajajo energijo, ki pa se ne 
odvede in porabi kot gorivo za druge kemijske reakcije, ampak se izgublja v obliki toplote. Pri 
novorojenčkih najdemo to tkivo okoli glavnih vitalnih organov (srce, ledvica, gonade, aorta), 
pri odraslih pa ne, saj se ljudje s staranjem morfološko spremenimo. Žlezno maščobno tkivo 
zagotavlja hranila in energijo med laktacijo in je delno pod nadzorom nosečniških hormonov 
(7). Belo maščevje (WAT - ang. white adipose tissue) služi shranjevanju presežne energije v 
obliki lipidov, ki jih v odzivu na presnovne potrebe v času pomanjkanja hrane, sprosti v druga 
tkiva. Poleg presnove lipidov in glukoze ima tudi endokrino funkcijo (9). Belo maščobno 
tkivo vsebuje veliko število ASC, v primerjavi z rjavim (10). Mehansko maščobno tkivo pa 
nudi oporo očesnim vekam, rokam in drugim telesnim strukturam (7). Glede na mesto 







1.2.2 Patofiziološki dokazi o obstoju ASC v maščobnem tkivu 
 
Predvidevanje, da človeško maščobno tkivo vsebuje multipotentne predniške celice, je 
spodbudilo znanstvenike k iskanju dokazov o prisotnosti ASC v maščobi (7). Eden od 
dokazov, da so ASC prisotne v maščobnem tkivu, je heterogena kostna heteroplazija, nedavno 
opisana genetska motnja mezenhimske diferenciacije, za katero je značilna tvorba kosti 
znotraj subkutane plasti kože v otroštvu. Prične se s tvorbo kostnine v koži, nato pa se ta 
patološki proces širi vse do notranjih tkiv (11). Predvidevajo, da je vzrok za to patologijo 
najverjetneje osteogena diferenciacija mezenhimskih matičnih celic (MMC).  
Tudi pojavnost različnih tumorjev mehkih tkiv kaže na prisotnost ASC. Najpogosteje 
diagnosticirani tumorji mehkih tkiv so namreč lipomi in liposarkomi, ki se največkrat pojavijo 
v podkožnih in visceralnih maščobnih slojih, kjer počasi proliferirajo (7). 
Nadaljnji dokaz za prisotnost ASC v maščobnem tkivu predstavlja debelost. Žal po vsem 
svetu z zaskrbljujočo hitrostjo narašča število ljudi s prekomerno težo. K tej epidemiji 
pomembno prispevajo genetski, epigenetski in vedenjski dejavniki. V eksperimentalnih 
modelih adipogeneze in vivo so pokazali, da je zrel adipocit končno diferencirana celica z 
omejeno sposobnostjo razmnoževanja in proliferacije. Predvidevajo, da je populacija ASC v 
maščobnem tkivu odgovorna za nadomeščanje dozorelih adipocitov v celotnem življenju 
posameznika (7). Ob hitri izgubi telesne mase, npr. zaradi diete, intenzivne telesne vadbe ali 
liposukcije, homeostatski metabolizem vrne celoten volumen maščobnega tkiva posameznika 
na začetno raven. S poskusom na podganah, so ugotovili, da odstranjevanje maščobnih 
blazinic signalizira za nastajanje maščobnega tkiva, pri čemer pa se ne poveča le prostornina 
obstoječih adipocitov, temveč tudi obseg nastajanja novih, iz matičnih celic (12). Očitno je 
torej podkožno maščobno tkivo izdaten in dokaj dostopen vir ASC. Ker po liposukcijskih 
posegih lipoaspirati predstavljajo odpadno tkivo, jih lahko, ob ustreznem pristanku njihovih 






1.2.3 Matične celice iz maščobnega tkiva (ASC) 
 
Do leta 2000 so bili znanstveni članki nekako omejeni na poročanje o krvotvornih (HSC; ang. 
hematopoetic stem cells), mezenhimskih/ stromalnih (MMC; ang. mesenchymal stem cells) in 
živčnih matičnih celicah (NSC; ang. neural stem cells), nato pa so leta 2001 prvič poročali o 
obstoju mezenhimskih matičnih celic iz maščobnega tkiva (ASC). V reviji Tissue Engineering 
so prvič uporabili kratico PLA (ang. processed lipoaspirate cells), ki označuje celice 
pridobljene s predelavo lipoaspirata človeškega maščobnega tkiva, pri čemer so ASC 
definirali kot večplastno populacijo matičnih celic, ki jo je mogoče izolirati iz frakcije SVF 
maščobnega tkiva (13). Nekateri avtorji imenujejo matične celice iz maščobe tudi stromalne 
celice (ang. stromal cells), zato jih v novejšem času pogosto označujemo s kombiniranim 
izrazom matične/stromalne celice (ang. stem/stromal cells) (14). ASC so izolirali kot del z 
encimsko razgradnjo maščobnega tkiva pridobljene vodne frakcije. Ta vsebuje tako 
imenovane stromalne vaskularne celice (SVF), ki so kombinacija ASC, endotelijskih 
prekurzorskih celic, endotelijskih celic, makrofagov, limfocitov, celic gladkih mišic, pericitov 
in pre-adipocitov (15). Hipotezo o obstoju ASC v maščobnem tkivu je potrdila njihova 
uspešna adipogena, osteogena, hondrogena in miogena diferenciacija v pogojih in vitro, v 
prisotnosti linijsko specifičnih diferenciacijskih dejavnikov (13). Vse od prve uspešne 
izolacije in razvrščanja ASC se je močno povečevalo število študij teh celic. Največ so jih 
izvedli leta 2015, odtlej pa njihovo število nekoliko upada (Slika 1). Tedaj so izvedli kar 187 
kliničnih preskušanj uporabe ASC. Raziskave v fazah I in II so tako potekale na področjih 
zdravljenja skeletnih in kožnih bolezni, bolezni prebavil, živčnih motenj, sladkorne bolezni, 
avtoimunskih bolezni ter bolezni pljuč in srca. Največje število kliničnih študij je bilo 






Slika 1: Število poskusov z ASC na ljudeh med letoma 2007 in 2019 (10). 
  
ASC spadajo med mezenhimske matične celice (MMC), ki izvirajo iz embrionalnih matičnih 
celic (EMC) (8). Predniške celice se razvijejo iz multipotentnih tkivno specifičnih MC, ki se 
delijo in nato diferencirajo v zrele odrasle (somatske) celice (16). Adipociti predstavljajo 
skoraj 90 % celotne prostornine maščobnega tkiva in približno 65 % celotnega števila 
somatskih celic (17). ASC so sposobne samoobnavljanja in se lahko diferencirajo v različne 
celične linije, kot so adipociti, hondrociti, miociti, nevrociti in osteoblasti (Slika 2) (8). 
Njihovo multipotentnost so dokazali tako in vivo kot in vitro (7).  
 
Slika 2: ASC, pridobljene iz maščobnega tkiva, in njihova diferenciacija in vitro; prirejeno po (17).  
 
ASC prispevajo k ohranjanju ravnovesja v imunskem sistemu, saj izločajo IL-10 in druge 
protivnetne citokine ter tako uravnavajo aktivacijo limfocitov T. Dokazali so torej, da imajo 
protivnetne imunomodulatorne učinke (18). Zato jih danes uporabljajo pri zdravljenju 
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različnih avtoimunskih boleznih, kot so: multipla skleroza, diabetes mellitus in revmatoidni 
artritis. Izoliramo jih lahko iz bolnikovih lastnih maščobnih tkiv in jih nato neposredno 
injiciramo v rane in krvni obtok ali pa jih zapremo v biomateriale ter apliciramo na oz. v 
poškodbe. V okviru številnih raziskav, tako in vitro kot tudi in vivo, so pokazali, da lahko 
ASC pospešijo celjenje ran. To je posledica sproščanja rastnih dejavnikov in citokinov, ki 
spodbujajo angiogenezo, razvoj in migracijo fibrobrastov ter proizvodnjo fibronektina in 
kolagena. Prav tako so dokazali, da izboljšajo celjenje kroničnih razjed, s sočasnim 
zmanjšanjem bolečine (10). Kot uspešna se je izkazala tudi zgodnja uporaba ASC za 
zdravljenje kroničnih fistul pri Crohnovi bolezni (19). Za podrobnejšo določitev vloge ASC 
pri zdravljenju raka pa bodo potrebne dodatne študije. 
Z leti se, zlasti v vzhodnoazijskih državah, povečuje število plastičnih operacij, pri katerih 
uporabljajo ASC, zajete v biomateriale (10). O prvih kliničnih aplikacijah SVF so poročali v 
letih 2007 in 2008. Uporabili so jih za kozmetično povečevanje dojk ter za zdravljenje 
radiacijskih poškodb, ki so posledica obsevanja pri zdravljenju raka dojk (15). Takšna raba 
ASC spodbuja celjenje ran in zmanjšuje možnost nastanka brazgotin, vendar pa je pri tem 
težko nadzorovati odmerjanje in s tem varnost njihove uporabe. Težavo lahko predstavljajo 
tudi ostanki encima kolagenaze, ki so škodljivi za regeneracijo kože in tkiv, zato bo potrebno 
določiti primeren odmerek in način aplikacije ASC ter s tem zagotavljanje varnosti za vsako 
indikacijo, povezano s površinskim stanjem kože (10). ASC so torej pomembne v 
rekonstrukcijski medicini in tkivnem inženirstvu, saj imajo velik potencial za nove načine 
zdravljenja.  
ASC lahko rutinsko izoliramo iz SVF homogeniziranega maščobnega tkiva. Želene lastnosti 
tkiva za pridobivanje matičnih celic so: visok izkoristek izolacije, minimalno invazivni 
postopki pridobivanja celic, sposobnost diferenciacije izoliranih celic z možnostjo njene 
regulacije, varna in učinkovita transplantacija ter proizvodnja po načelih dobre laboratorijske 
(GLP; ang. good laboratory practice) in proizvodne prakse (GMP; ang. good manufacturing 
practice) (7). Prednost ASC je predvsem enostaven dostop in odvzem maščobnega tkiva z 
uporabo podkožne lipoaspiracije. Postopek je manj boleč kot odvzem matičnih celic iz 
kostnega mozga, hkrati pa ni etično sporen, saj celice pridobivamo iz lastne maščobe (8). V 
maščobnem tkivu je v primerjavi s kostnim mozgom število MC od 100- do 1000-krat večje. 
Izolacija iz maščobnega tkiva z liposukcijo je eden najpogostejših kozmetičnih postopkov in 
poteka brez splošne anestezije (18). Zato pričakujejo, da bo v prihodnosti izbira ASC za 
klinične aplikacije najpogostejša.  
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Klasifikacija ASC temelji na specifičnih bioloških označevalcih (ang. biomarkers), ki jih 
določamo s pretočno citometrijo. ASC izražajo molekule CD90, ki so značilne za 
mezenhimske/stromalne matične celice (MSC), ter CD73, CD34 in CD105, kar ustreza 
minimalnim zahtevam za določanje MSC, ki jih priporočata Mednarodno združenje za celično 
terapijo (ISCT; ang. International Society for Cellular Therapy) in Mednarodna federacija za 
terapevtsko uporabo maščobe in znanost (IFATS; ang. International Federation for Adipose 
Therapeutics and Science) (19). Po pravilih IFATS lahko ASC oz. stromalne celice, izolirane 
neposredno iz maščobnega tkiva, definiramo kot CD34+ celice, ki ne izražajo molekul CD31, 
CD235a in CD45, medtem ko naj bi bili na gojenih ASC prisotni označevalci CD73, CD90, 
CD105 in CD44, odsotna pa CD45 in CD31. ASC so po morfologiji in profilu izražanja 
genov podobne MMC, ki izhajajo iz kostnega mozga (KM) in popkovnice (10). 
Na diferenciacijske in proliferacijske sposobnosti ASC vplivajo starost donorja, tip izvornega 
maščobnega tkiva, način pridobivanja, lokacija maščobnega tkiva, pogoji gojenja in gostota 
naselitve v kulturo. Ugotovili so, da je njihova proliferacija boljša pri mlajših darovalcih, 
medtem ko se diferenciacijske sposobnosti ohranijo tudi pri starejših. Na njihov podvojevalni 
čas in hitrost rasti v celični kulturi pa pomembno vpliva rastno gojišče in število pasaž (21). 
Kot idealen vir maščobnega tkiva za izolacijo ASC se je izkazala trebušna maščoba mlajših 
žensk, ki nimajo prekomerne telesne teže (22). 
V zadnjem desetletju je torej maščoba postala eno najbolj proučevanih tkiv, predvsem zaradi 
endokrine aktivnosti, ki se kaže v sproščanju adipocitokinov, citokinov ter transkripcijskih in 
rastnih dejavnikov. Maščobnega tkiva danes ne štejemo le za rezervoar energije, toplotni 
izolator ali mehanski blažilec, ampak izpostavljamo predvsem njegove funkcije v zapleteni 
mreži interakcij z živčnim, endokrinim in srčno-žilnim sistemom (8). 
 
1.3 POSTOPKI IZOLACIJE ASC 
 
Maščobno tkivo lahko pridobimo z izrezom tkiva ali, kot že omenjeno, z liposukcijo, pri 
čemer se v obeh primerih odstranjeno tkivo običajno zavrže kot kirurški odpadek (18). V 
Franciji so liposukcijo pričeli uporabljati prvi, nato pa se je hitro razširila po vsem svetu (22). 
Študije so pokazale, da je izkoristek izolacije adipocitov iz liposukcijskega odpada (60 minut 
po ekstrakciji in po 24 urah skladiščenja) večji kot v primeru izrezanega maščobnega tkiva 
(23). Coleman je prvi opisal liposukcijo in obdelavo maščobe pred njenim ponovnim 
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avtolognim vbrizgavanjem (8). Colemanova tehnika izkazuje tudi bistveno večji izkoristek 
izolacije adipocitov kot običajna liposukcija (24). 
Rodbell in Jones sta leta 1960 prva opisala metodo za izolacijo ASC. Preskusila sta jo na 
podganjem maščobnem tkivu, pri čemer sta maščobo nasekljala na drobne koščke in jih dobro 
sprala. S tem sta odstranila hematopoetske celice, nato pa sta tkivo inkubirala z raztopino 
kolagenaze (25). Nerazgrajeno tkivo in zrele maščobne celice sta potem s centrifugiranjem 
ločila od celične usedline. Z leti so postopek izolacije izpopolnjevali in ga prilagodili 
človeškemu maščobnemu tkivu.  
V SVF pa niso prisotne le ASC, temveč vsebuje več različnih vrst celic mezenhimskega 
izvora. Najlaže jih ločimo glede na izražene celične označevalce. Najpogosteje SVF vsebuje 
endotelijske celice (predniške in zrele), eritrocite, fibroblaste, limfocite, monocite in 
makrofage, pericite ter krvotvorne matične celice (10). Vse celice, ki izvirajo iz krvotvornih 
MC (razen eritrocitov), izražajo molekulski označevalec CD45, medtem ko ga ASC ne (10). 
Za endotelijske celice so značilne površinske molekule CD31, CD34 pa le preden dozorijo 
(ko so še predniške celice). Periciti ne izražajo CD31, pač pa CD146 (10). Stromalne celice, 
izolirane neposredno iz maščobnega tkiva, oz. izvirne ASC prepoznamo kot CD146- in CD31- 
ter CD34+ celice. Najpogosteje ASC izolirajo na mestu oskrbe iz maščobnega tkiva kot del 
SVF. Izolirane celice injicirajo bolniku takoj ali pa jih uporabijo za obogatitev maščobnih 
presadkov (26). Poleg ASC imajo potencialne terapevtske učinke tudi ostale v SVF prisotne 
celične populacije. Endotelijske predniške celice lahko sodelujejo pri angiogenezi 
poškodovanih tkiv. Periciti so potrebni za delovanje krvno-možganske pregrade in imajo 
terapevtski potencial za zdravljenje po ishemični kapi (27). Izolacija ASC iz maščobnega 
tkiva je sorazmerno preprost postopek, ki se rutinsko izvaja v laboratorijih za celično 
biologijo, ob. upoštevanju vseh ukrepov za preprečevanje mikrobiološke kontaminacije, 
zagotavljanje integritete kliničnih raziskav in skladnost z regulatornimi zahtevami. 
Obstajata dve metodi za izolacijo SVF, in sicer encimska in mehanska (28). Pri encimski se 
razgrajuje zunajcelični matriks iz kolagena (ECM), v katerem se nahajajo adipociti in druge 
celice maščobnega tkiva (26). Zaradi uporabe encimov pa je metoda omejena s predpisi o 
njihovi uporabi v Evropski skupnosti (28). Zato je toliko bolj zaželeno iskanje alternativnih, 




1.3.1 Encimska izolacija 
 
Izolacijo ASC iz maščobnega tkiva so razvijali in optimizirali vsaj 20 let, preden so ugotovili, 
kateri postopek je najprimernejši za terapevtsko uporabo. Leta 2001 so Zuk in sod. prvi 
izolirali ASC z uporabo kolagenaze tipa II in večkratnim spiranjem z NH4Cl (10). Ta 
postopek se je izkazal kot najučinkovitejši v klinični rabi. Kasneje pa so razvili postopke, ki 
omogočajo obdelovanje maščobe v zaprtih sistemih, z minimalno možnostjo mikrobne 
kontaminacije in majhno porabo časa, kar zagotavlja učinkovitost in varnost tako pridobljenih 
matičnih celic za klinično uporabo.  
Običajno se za encimsko izolacijo ASC uporabljajo encimi, kot so kolagenaza, tripsin ali 
dispaza. Čeprav se metode encimske izolacije v podrobnostih precej razlikujejo, v splošnem 
sledijo enotnemu postopku. Razlike so zlasti v koncentracijah uporabljenih encimov, številu 
korakov čiščenja, parametrih centrifugiranja, metodah lize eritrocitov, parametrih filtracije in 
pogojih gojenja celic (18). Običajno maščobno tkivo 2- do 3-krat speremo s pufrom, npr. 
PBS. Sledi inkubacija z raztopino kolagenaze, nato pa mešanje pri 37 °C (30 minut do 2 uri) 
in centrifugiranje, s katerim predelano maščobno tkivo razslojimo v tri glavne plasti: 
oljno/maščobno fazo, vodno fazo in usedlino. SVF se nahaja v usedlini, zato druge plasti 
zavržemo. Usedlino nato speremo, da odstranimo zaostali encim in filtriramo, da odstranimo 












1.3.2 Ne-encimska oz. mehanska izolacija 
 
Zaradi regulatornih omejitev pri encimski izolaciji je pomembno poiskati alternativne ne-
encimske metode za osamitev ASC. Ne-encimske metode potekajo s čiščenjem in 
stresanjem/vibriranjem maščobnega tkiva, čemur sledi centrifugiranje, da dobimo celično 
frakcijo SVF (26). Izkoristek mehanskih metod je v primerjavi z encimskimi precej nižji, saj 
so celice maščobnega tkiva tesno vezane na kolagen, zato se samo z mehanskimi metodami ne 
sprostijo zlahka (15). Prav tako se je pokazalo, da je sestava celičnih populacij, pridobljenih 
samo s centrifugiranjem in drugimi metodami, ki ne uporabljajo encimov, drugačna, saj 
vsebuje več enojedrnih celic periferne krvi in manj predniških (progenitornih) celic (29). 
Pomembna razlika med encimskimi in ne-encimskimi metodami je tudi trajanje postopka. 
Mehanska izolacija traja manj kot 15 minut, za encimsko pa potrebujemo dodatnih 30 do 120 
minut (26). Mehanska izolacija je tudi cenejša in ni omejena s predpisi o uporabi encimov. V 
okviru ene izmed študij, kjer so primerjali encimsko in mehansko izolacijo, so ugotovili, da 
daje prva večji delež ASC glede na celotno število izoliranih celic (25,9 %) v primerjavi z 
drugo (5 %), medtem ko je bil pri obeh postopkih odstotek živih celic podoben (99 %) (20). 
Različne izkoristke izolacije ASC z mehanskimi in encimskimi metodami lahko delno 
pripišemo fizikalnemu položaju celic SVF v maščobnem tkivu. Celice SVF, predvsem MMC 
in periciti, so namreč lokalizirane v perivaskularnem prostoru (26). To so leta 2010 uspeli 
določiti Zimmerlin in sod. z imunohistokemijsko in imunofluorescentno analizo (30). Žal pa 
se z mehanskimi metodami izolacije celice iz perivaskularnih prostorov ne sproščajo v 
enakem obsegu kot pri uporabi encimov, saj številne ostanejo ujete v drobcih tkiva, ki jih 
kasneje zavržemo.  
Zaradi čedalje večjega zanimanja za uporabo celic SVF v klinične namene so podjetja razvila 
različne avtomatske in polavtomatske naprave za njihovo izolacijo. Pri tem uporabljajo tako 
encimske kot tudi mehanske metode, ki temeljijo na ročnih postopkih, le da delujejo v bolj 
nadzorovanih pogojih. Ena izmed glavnih prednosti tega pristopa je boljše zagotavljanje 
sterilnosti, ki ga omogoča uporaba zaprtega sistema (26). Različne metode in sistemi imajo 
seveda svoje prednosti in slabosti. Glavne razlike med njimi so v načinih delovanja, 
enostavnosti rokovanja in seveda stroških uporabe (18). 
Tako pri encimskih kot pri ne-encimski metodah se izolacija ASC nadaljuje z naselitvijo 
izoliranih celic SVF v gojitveno posodo, v kateri se pritrdijo na plastično rastno površino. Za 
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rast in razmnoževanje potrebujejo celice gojitveni medij z dodatkom človeškega ali 
živalskega seruma. Temu sledi spremljanje njihove konfluentnosti oz. preraščenosti rastne 
površine. Ko celice prerastejo približno 80 % gojitvene posode, jih moramo preseliti v novo, 
večjo posodo. Celice lahko po gojenju tudi zamrznemo in shranimo v tekočem dušiku, kjer se 
njihova sposobnost diferenciacije in razmnoževanja ohrani desetletja (22). 
 
1.4 SEDANJA IN PRIHODNJA UPORABA SVF  
 
ASC oz. MC iz maščobnega tkiva, znane tudi kot multipotentne MC, se v zadnjih letih 
najpogosteje uporabljajo v kliničnih aplikacijah, predvsem v plastični kirurgiji in 
regenerativni medicini. V minulem desetletju je bilo objavljeno veliko število pomembnih 
člankov, ki opisujejo izolacijo MC, a ne le iz maščobnega tkiva, temveč tudi iz kože, trebušne 
slinavke, jeter in epitelija prebavil. Ugotovili so, da celo tkiva, kot so amnijska tekočina 
(plodovnica), lasni mešički, veke in zobna pulpa, vsebujejo številne MC. Toda v primerjavi z 
vsemi naštetimi imajo ASC veliko prednost, in sicer razpoložljivost. Čeprav se zdi, da so 
embrionalne MC (EMC) z dokazano možnostjo samoobnavljanja in pluripotentnosti 
primernejše za klinično uporabo, pa najnovejše študije ASC kažejo, da imajo tudi te velik 
potencial za zdravljenje določenih bolezni in poškodb pri človeku (31). Danes nekatere 
klinike oziroma zdravstveni centri že ponujajo posege estetske kirurgije in tudi nekaterih 
drugih področjih, npr. ortopedije ter celjenja kroničnih ran, ki temeljijo na uporabi bolniku 
lastnih (avtolognih) ASC, izoliranih iz maščobe po liposukciji. Trenutno je večina kliničnih 
preskušanj uporabe teh celic v fazah I in II, manjkata pa še fazi III in IV, zato lahko 
pričakujemo, da se bo v prihodnosti število tovrstnih kliničnih študij še povečevalo (10). 
Način priprave SVF in izolacije ASC, ki ga določen laboratorij oz. klinika uporablja, je 
odvisen od potreb in finančnih zmožnosti (26). Poleg ASC pa intenzivno raziskujejo tudi 
druge vrste celic, ki se nahajajo v SVF, med katerimi so še posebej obetavne endotelijske 
predniške celice, ki imajo velik terapevtski potencial pri ožiljenju tkiv (angiogeneza). 
Potencialno uporabni bi lahko bili tudi periciti, a za to so potrebne nadaljnje raziskave.  
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2 NAMEN DELA 
 
Frakcijo stromalnih žilnih celic (SVF) pridobimo s končno, običajno encimsko razgradnjo 
lipoaspirata. V njej najdemo različne celice, ki so prisotne v maščobnem tkivu: pre-adipocite, 
fibroblaste, gladke mišične celice, endotelijske celice, makrofage in pericite ter matične celice 
iz maščobnega tkiva (ASC). SVF predstavlja bogat vir ASC, ki so čedalje bolj v središču 
raziskav matičnih celic (MC) (21). 
ASC imajo velik potencial za klinično uporabnost, predvsem zaradi enostavne dostopnosti, 
številčnosti in diferenciacijskega potenciala. K temu spoznanju so izrazito prispevali zelo 
vzpodbudni rezultati kliničnih študij, v katerih so jih preskušali za zdravljenje različnih 
bolezni, npr. diabetesa, Crohnove bolezni, srčno-žilnih bolezni, itd. Z leti njihova uporaba 
sicer strmo narašča, a so za njihovo učinkovito in varno uporabo potrebne še dodatne 
raziskave (21).  
Namen našega dela bo optimizacija mehanske izolacije SVF iz človeškega maščobnega tkiva, 
pri čemer bomo spreminjali in vrednotili naslednje parametre, notranji premer in dolžino 
povezovalnega priključka med dvema brizgama ter število potiskov lipoaspirata skozenj. 
Izkoristek in lastnosti izoliranih celic bomo primerjali s tistimi po encimski izolaciji in 
enostavni mehanski predelavi maščobnega tkiva s centrifugiranjem. Število celic bomo 
določili s hematološkim analizatorjem, njihove fenotipske značilnosti pa s pretočno 
citometrijo. Določili bomo tudi število klonogenih ASC in preverjali njihove diferenciacijske 
sposobnosti in vitro, z adipogeno in osteogeno diferenciacijo. Želeni cilji našega 
eksperimentalnega dela pa bodo: i) optimizacija postopka izolacije SVF z mehansko 
razgradnjo, za pridobitev ASC s kar najboljšimi lastnostmi; ii) zagotoviti podoben izkoristek 
tega postopka tistemu, ki ga dosežemo z encimsko izolacijo SVF; iii) pridobiti ASC s 










3.1.1 Biološki material 
 
Človeško maščobno tkivo, ki smo ga uporabili v naši raziskavi, smo prejeli od bolnikov, ki so 
bili operirani na Kliničnem oddelku za plastično, rekonstrukcijsko, estetsko kirurgijo in 
opekline, UKC Ljubljana. V ta namen smo pridobili soglasje Komisije Republike Slovenije za 
medicinsko etiko (KME): 0120-448/2015. Bolniki so po prejetih informacijah morali 




- destilirana voda, dH2O, Kimi, Slovenija 
- D-MEM/F12 (Dulbeccovo modificirano gojišče; Dulbecco's Modified Eagle Medium), 
Gibco, ZDA 
- PBS, fosfatni pufer (Phosphate Buffered Saline), Gibco, ZDA 
- raztopina P/S (penicilin in streptomicin), Gibco, ZDA 
- gentamicin, Gibco, ZDA 
- bFGF, fibroblastni rastni faktor (Fibroblast Growth Factor-Basic Human Recombinant), 
Peprotech, ZDA 
- DMSO, dimetil sulfoksid, WAK-Chemie Medical, Nemčija 
- 4-% raztopina formaldehida, Sigma, ZDA 
- 0,05-% raztopina kristal vijoličnega (v vodi), Sigma-Aldrich, ZDA 
- 0,4-% raztopina tripanskega modrila, Sigma, ZDA 
- glicerolfosfat, Sigma, ZDA 
- deksametazon (delovna raztopina), Sigma-Aldrich, ZDA 
- deksametazon (založna raztopina) Sigma-Aldrich, ZDA 
- askorbinska kislina, Sigma, ZDA 
- inzulin, Sigma-Aldrich, ZDA 
- indometacin, Sigma-Aldrich, ZDA 
- IBMX, 3-izobutil-1-metilksantin (3-Isobutyl-1-methylxanthine), Sigma-Aldrich, ZDA 
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- 5-% trikloroocetna kislina (TCA), pripravljena v Laboratoriju podjetja Educell, Merck, 
Nemčija 
- Oil Red O, Sigma, ZDA 
- tripsyn-EDTA, Sigma, ZDA 
- FBS, fetalni goveji serum (fetal bovine serum), Gibco, ZDA 
- Ringerjeva raztopina, B. Braun, Nemčija 
 
3.1.3 Gojišča, pufri in raztopine 
 
- Gojitveni medij za ASC (V = 100 mL) 
o 10 mL FBS 
o 90 mL DMEM/F12 
o 1 mL P/S (100× konc.) 
o 100 µL gentamicin (1000× konc.) 
o 20 µL bFGF (5 µg/mL) 
 
- Gojitveni medij za adipoindukcijo, AIM (za 12 mL)  
o 9,3 mL DMEM/F12 
o 1,2 mL FBS 
o 0,0120 mL inzulin (10 µg/mL) 
o 1,2 mL deksametazon (1 µM) 
o 0,0661 mL indometacin (200 µM) 
o 0,1333 mL IBMX (500 µM) 
o 0,0120 mL gentamicin (50 µg/mL) 
 
- Gojitveni medij za osteoindukcijo (za 6 mL) 
o 5,4 mL DMEM/F12 
o 0,3 mL FBS 
o 0,06 mL β-glicerofosfat (10 mM) 
o 0,06 mL deksametazon (100 nM) 
o 0,12 mL askorbinska kislina (100 µM) 




- Založna raztopina Oil Red O : 
o 0,1 g Oil Red O 
o 100 mL izopropanola 
Raztopino segrevamo v vodni kopeli pri 56 °C 30-60 minut, da se barvilo raztopi. Raztopino 
hranimo pri sobni temperaturi v dobro zaprti raztopini. 
 
- Delovna raztopina Oil Red O: 
Založni raztopini dodamo destilirano vodo v razmerju 1,5:1 (k 30 mL založne raztopine še 20 
mL destilirane vode) in tako pripravljen reagent pustimo približno 10 minut na sobni 
temperaturi, nato pa ga filtriramo skozi filter (0,22-µm).  
 
- Raztopina 4 % formaldehida 
Štirideset odstotno raztopino formaldehida redčimo z 10× PBS, da dobimo 4 % formaldehid. 
 
- Zamrzovalni medij 
o 9 mL FBS (goveji fetalni serum) 
o 1 mL DMSO 
 
3.1.4  Pribor in aparature 
 
- brizge: 10 mL, 20 mL, 30 mL, 50 mL in 60 mL  
- pokrovčki za brizge – rdeči, kvadratni 
- rdeči priključek za brizgo 
- zeleni priključek za brizgo 
- gojitvena posoda s 6 in z 12 vdolbinicami, TPP, Švica 
- gojitvena posoda 25 cm2 in 75 cm2, TPP, Švica 
- mikrocentrifugirke, 1 mL  
- mikrocentrifugirke, 80 µL  
- števna komora za enkratno uporabo  
- centrifugirka 15 mL 
- centrifugirka 50 mL 
- krioviala 1,8 mL 
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- filter 200 µm  
- drobni laboratorijski material  
- posoda za počasno zamrzovanje celic MrFrosty, Nalgene, ZDA 
- hematološki analizator, Beckman Coulter, ZDA 
- centrifuga, Sigma, ZDA 
- pretočni citometer Becton Dickinson, ZDA 
- brezprašna komora, Iskra Pio, Slovenija  




Maščobno tkivo, ki je bilo pridobljeno z liposukcijo, smo obdelali v 24 urah, v vmesnem času 
pa ga hranili v hladilniku (+4 °C). V prvem koraku smo optimizirali mehansko izolacijo SVF, 
pri čemer smo spreminjali notranji premer in dolžino povezovalnega priključka med dvema 
brizgama ter število potiskov lipoaspirata skozenj. Po optimizaciji smo izbrali najustreznejši 
povezovalni priključek in uporabili optimalno število potiskov skozenj ter izkoristek 
pridobljene SVF primerjali s tistim po encimski izolaciji. Želeli smo ugotoviti, ali lahko z 
mehansko izolacijo pridobimo suspenzijo stromalnih žilnih celic (SVF), ki je po kvalitativnih 
in kvantitativnih lastnostih primerljiva s tisto, pridobljeno z encimsko razgradnjo. Zato smo s 
hematološkim analizatorjem določali njihovo število, s pretočno citometrijo pa ugotavljali 
njihove fenotipske značilnosti. V naslednjem koraku smo z adipogeno in osteogeno 
diferenciacijo in vitro preverjali še diferenciacijske sposobnosti izoliranih ASC.  
 
3.2.1 Optimizacija mehanske izolacije SVF 
 
Transportno vrečko z lipoaspiratom smo razkužili s 70-% etanolom in postavili v brezprašno 
komoro, kjer smo jo pustili stati približno 20 minut, da sta se vodna in maščobna faza ločili. 
Maščobni del smo nato prenesli v 50-mL brizge ter izračunali njegovo skupno prostornino. 
Nato smo ga razporedili v sedem vzorcev z enakimi volumni, ki smo jih nato mehansko 
obdelovali s 30-mL brizgami. Brizge smo označili glede na barvo uporabljenega priključka in 
število potiskov (Z-15×, Z-30×, Z-60×, R-15×, R-30×, R-60×, K; Z označuje zeleni, R pa 
rdeči priključek; K pomeni kontrolo (brez mehanske obdelave, zgolj po centrifugiranju) ter 
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začeli mehansko razgradnjo. To smo izvajali tako, da smo uporabili dva različna povezovalna 
priključka, rdečega in zelenega, ter z vsakim od njiju izvedli 15, 30 ali 60 prenosov maščobe 
iz ene v drugo brizgo. Rdeči povezovalni priključek je imel notranji premer 2 mm in dolžino 
32 mm, zeleni pa je imel notranji premer 4 mm in je bil dolg 17 mm. Nato smo brizge z 
vzorci centrifugirali 5 min pri 800 × g. V vsaki brizgi smo odčitali prostornino vodne faze, 
maščobe in olja. Nato smo celične usedline skupaj z 1 mL vodne faze prenesli v nove brizge 
ter jih ustrezno označili.  
 
Slika 4: Fotografije rdečega in zelenega priključka s strani (levo) in z vrha (desno).  
 
3.2.1.1 Štetje celic s hematološkim analizatorjem 
V brezprašni komori smo vsako celično suspenzijo prenesli v 1,5-mL mikrocentrifugirko, jo 
dobro resuspendirali s pipetiranjem in del vzorca prenesli v manjše 200 µL 
mikrocentrifugirke, v katerih smo izvajali štetje celic s hematološkim analizatorjem. Vsako 
meritev smo, ponovili dvakrat, in izračunali povprečje. Zabeležili smo koncentracije 
levkocitov, eritrocitov in trombocitov. Podatek o koncentraciji levkocitov smo nato uporabili 
za izračun števila vseh eno-jedrnih celic v vzorcu. 
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3.2.1.2 Določanje klonogenega potenciala ASC  
Klonogenost ASC predstavlja njihovo sposobnost, da se delijo in tvorijo kolonije. V vsaki od 
njih so celice enake (kloni). Ker je sposobnost samoobnavljanja matičnih celic (MC) ena 
izmed njihovih ključnih značilnosti, se določanje klonogenega potenciala pogosto uporablja 
kot eden izmed testov za dokazovanje prisotnosti MC. Običajno klonogeni potencial 
definiramo kot število celic, ki lahko tvorijo kolonije (CFU, ang. colony forming units). Kadar 
spremljamo nastanek kolonij celic s fibroblastno morfologijo, pa govorimo o CFU-F. Za 
določitev CFU-F moramo celice naseliti v gojitveno ploščo in preveriti, koliko kolonij tvorijo. 
Zato smo najprej pripravili gojitveni medij (glejte točko 3.1.3.). Primarne kulture s 40.000, 
10.000, 2.500 celic in 625 celic smo vzpostavili v posameznih vdolbinicah gojitvene plošče s 
po 6 vdolbinicami. Iz predhodno določene povprečne koncentracije levkocitov, ki je bila 
0,28 × 10⁶ celic/mL, smo najprej pripravili 1,4 mL suspenzije s koncentracijo 0,2 × 10⁶ 
celic/mL (redčitev 1:1,4). Nato smo pripravili redčitve celic za primarne kulture tako, da smo 
suspenzijo 3-krat zapored 4-kratno redčili (vsakokrat smo 350 µL predhodne celične 
suspenzije dodali 1050 µL gojitvenega medija). Po 200 µL tako pripravljenih celičnih 
suspenzij smo v paralelkah prenesli v posamezne vdolbine gojitvene plošče, v katere smo 
predhodno odpipetirali po 2 mL gojitvenega medija, pri čemer smo prenesli 40.000, 10.000, 
2.500 in 625 celic. Po naselitvi smo ploščo s primarnimi celičnimi kulturami prenesli v 
inkubator (5 % CO₂ v zraku, 37 °C in 95 % vlažnost). Heterogena frakcija SVF vsebuje poleg 
ASC še številne druge celice (npr. eritrocite), ki se nasprotno od matičnih celic ne pritrdijo na 
dno posode. Matične celice oz. ASC se na podlago primejo zelo močno. 
Dohranjevanje celičnih kultur. Po naselitvi celic SVF v primarne kulture in njihovi 
inkubaciji smo jim vsake 3-4 dni zamenjali medij in spremljali rast na plastiko pritrjenih celic 
v 14-dnevnem obdobju. Ob vsaki menjavi medija smo pod invertnim svetlobnim 
mikroskopom preverili, da ni prišlo do morebitne okužbe in celično kulturo fotografirali. Nato 
smo v brezprašni komori pripravili svež gojitveni medij ter iz inkubatorja vzeli gojitvene 
posode (plošče). Odstranili smo izrabljeno gojišče, s tem pa tudi eritrocite ter ostale 
nepritrjene in mrtve celice. Sledil je dodatek ustrezne količine svežega gojitvenega medija in 
vrnitev posode nazaj v inkubator. Če svežega gojišča nismo v celoti porabili, smo ga spravili 
v hladilnik pri temperaturi 4 °C, kjer ostane uporaben 1 teden.  
Fiksiranje celic. Po 14 dneh gojenja celic v inkubatorju smo jih fiksirali s 4% raztopino 
formaldehida. To smo izvedli tako, da smo v celoti odstranili gojitveni medij iz vsake 
vdolbinice na plošči in vanje dodali po 1 mL 4% raztopine formaldehida ter ploščo pustili 5 
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minut pri sobni temperaturi. Nato smo odstranili formaldehid in v vsako vdolbinico dodali 
0,05% raztopino kristal vijoličnega, čemur je sledila najmanj 30-minutna inkubacija pri sobni 
temperaturi. Po obarvanju celic smo odstranili barvilo in celice 2-krat sprali z destilirano 
vodo. Nato smo pod stereomikroskopom pregledali, označili in prešteli obarvane celične 
kolonije. Za vsak vzorec posebej smo v preglednico vnesli podatek o številu CFU/10⁶ celic in 
izrisali pripadajoči graf. Na grafu smo za vsak vzorec prikazali povprečno število kolonij v 
odvisnosti od števila na začetku naseljenih celic ter z upoštevanjem točk v linearnem območju 
z linearno regresijo določili enačbo premice. To smo nato uporabili za izračun števila 
CFU/10⁶ celic. Glede na skupno število celic v SVF smo izračunali tudi celokupno število 
CFU-F za vsak vzorec.  
 
3.2.2 Izolacija SVF iz maščobnega tkiva s kolagenazo in z mehansko 
gradnjo  
Z optimizacijo postopka mehanske razgradnje maščobnega tkiva smo ugotovili, s katerim 
priključkom in s kolikšnim številom prehodov med povezanima brizgama uspemo izolirati 
največje število celic, z največjo vrednostjo CFU-F. Izbrani protokol smo nato primerjali z 
encimsko razgradnjo lipoaspirata s kolagenazo. Postopek mehanske razgradnje smo še enkrat 
ponovili. Po centrifugiranju smo dekantirano maščobno tkivo iztisnili iz ene brizge v drugo 
preko zelenega povezovalnega priključka in to ponovili 15×, nato pa brizgo centrifugirali 5 
minut pri 800 × g. Zabeležili smo prostornino posameznih ločenih faz, vodne, maščobne in 
oljne ter vodno fazo prenesli v novo brizgo. 
Vzorec dekantirane maščobe smo nato obdelali s kolagenazo, še pred tem pa smo iz količine 
zbrane maščobe ocenili potrebno število grelnih blazinic, ki smo jih uporabili pri encimski 
razgradnji. Maščobno tkivo smo porazdelili v 50-mL brizge, jih postavili v pokončen položaj 
s pokrovčki navzdol in nato inkubirali 10 minut pri sobni temperaturi. Med inkubacijo smo 
pripravili raztopino kolagenaze (glejte točko 3.1.3.). Maščobno fazo smo nato porazdelili v 
nove 30-mL brizge in jih centrifugirali 2 minuti pri 800 × g. Nato smo izmerili volumne 
vodne in maščobne faze ter olja. Vodno fazo smo odstranili, olje in maščobno fazo pa 
porazdelili v 30-mL brizge. Vanje smo dodali raztopino kolagenaze NB6 do končne 
koncentracije 0,15 PZ U/mL1. Brizge smo napolnili do največ 25 mL glede na njeno skupno 
prostornino (30 mL). Nato smo jih v vodoravnem položaju inkubirali 30 minut pri 37 °C, in 
 
1 PZ U je enota za aktivnost kolagenaze po Wünschu. Ena enota katalizira hidrolizo 1 μmola 4-fenil-
azobenziloksikarbonil-L-prolil-L-levcil-glicil-L-prolil-D-arginina na minuto, pri 25 °C in pH 7,1 (32). 
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jih medtem vsakih 5 minut pretresli. Brizge z razgrajeno maščobo smo centrifugirali 5 minut 
pri 800 × g. Vsako od celičnih usedlin smo resuspendirali v Ringerjevi raztopini in 
centrifugirali 5 minut pri 800 × g ter nato spiranje z Ringerjevo raztopino ponovili še enkrat. 
Po centrifugiranju smo iz vsake brizge zbrali celične usedline, ki smo jih resuspendirali v 
Ringerjevi raztopini in pripravili približno po 2,5-mL vsake od suspenzij. Posamezno celično 
suspenzijo smo na koncu filtrirali skozi 200-µm celično sito in odčitali prostornino končne 
SVF po filtraciji.  
Sledilo je vzorčenje. Pri obeh metodah izolacije, mehanske z Z-15× in z uporabo kolagenaze, 
smo vzorčili naslednje prostornine posamezne celične suspenzije: v 1-mL kriovialo za analizo 
s pretočnim citometrom, v 1-mL mikrocentrifugirke za vzpostavitev primarnih celičnih kultur 
ter v manjše 80-µL mikrocentrifugirke za štetje celic s hematološkim analizatorjem. 
3.2.2.1 Določanje CFU-F 
Pripravili smo svež gojitveni medij (glejte točko 3.1.3.). Po štetju celic SVF smo suspenzijo 
najprej 10-krat razredčili, iz te redčitve pa nato pripravili prvo redčitev za naselitev primarne 
celične kulture s koncentracijo 100.000 celic/mL (140.000 celic v 1,4 mL medija) ter še 8 
nadaljnjih dodatnih zaporednih 2-kratnih redčitev (700 µL celic + 700 µL medija) – skupaj 9 
redčitev. V gojitvene posode s po 6 vdolbinami, v katere smo predhodno dodali po 2 mL 
medija na vdolbino, smo prenesli po 200 µL vsake od 9 celičnih suspenzij, in sicer v 
paralelkah. V posameznih vdolbinah smo naselili naslednje količine celic: 20.000; 10.000; 
5.000; 2.500; 1.250; 625; 312,5; 156,25; 78,125. Tako vzpostavljenim celičnim kulturam smo 
na 3 do 4 dni menjali gojitveni medij, nato pa jih po 14 dneh fiksirali, obarvali, prešteli 
kolonije ter izračunali vrednosti CFU-F, kot je to opisano v točki 3.2.1.2. 
3.2.2.2 Pretočna citometrija 
Pri vzorčenju celičnih suspenzij SVF smo po 1 mL vsake odpipetirali v krioviale za analizo na 
pretočnem citometru. Vzorce smo poslali na Zavod RS za transfuzijsko medicino, v 
Laboratorij za pretočno citometrijo, kjer so izvedli analizo fenotipov posameznih vrst celic. 
Prisotnost celičnih jeder smo potrjevali z uporabo fluorescenčnega barvila RedDot, živost 
celic pa z barvilom 7-aminoaktinomicin D (7-AAD). Poleg tega smo, z uporabo specifičnih, 
fluorescenčno označenih protiteles, določali izražanje naslednjih površinskih antigenov, 
CD45, CD31, CD34 in CD146, s čimer smo pridobili informacije o vrstah prisotnih celic. 
Glede na fenotipe izraženih površinskih antigenov smo določili naslednje vrste celic: 
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predniške (CD45-CD34+CD31+) in zrele endotelijske celice (CD45-CD34-CD31+), pericite 
(CD45-CD146+CD31-), stromalne celice (CD45-CD34+CD146-CD31-) in levkocite (CD45+).  
3.2.2.3 Priprava primarnih kultur ASC 
Vzorce celic smo nato nasadili v gojitveno posodo s 25 cm2 rastne površine (GP25) in/ali 
posodo s 75 cm2 rastne površine (GP75). V gojitveno posodo GP25 smo naselili celice z 
gostoto 70.000 na cm² oz. skupaj 1,75 x 10⁶, v gojitveno posodo GP75 pa smo z 
gostoto 100.000 celic na cm² oz.  skupno 7,5 x 10⁶. Gojitveni medij smo menjali na 3 do 4 
dni. Izrabljeni gojitveni medij smo odstranili ter celicam dodali ustrezno količino svežega, ko 
je preraščenost gojitvene posode s celicami dosegla 70 - 90 %. 
 
3.2.3 Tripsinizacija na plastično površino pritrjenih celic 
 
Tripsin je proteolitični encim, ki se nahaja se v prebavnem traktu. Cepi površinske proteine 
celic, in sicer na karboksilni strani bazičnih aminokislin, tj. arginina in lizina (31). Delovanje 
tripsina omogoči odlepljanje na plastiko pritrjenih celic v enoslojnih kulturah z dna gojitvene 
posode, kar imenujemo tripsinizacija. Postopek smo izvedli, ko so celice dosegle 70–90 % 
preraščenost. Iz gojitvene posode smo izrabljeno gojišče prenesli v 15-mL centrifugirko in ga 
centrifugirali 5 minut pri 500 × g. Nato smo celice sprali s 5 mL PBS v primeru GP25 ter z 12 
mL v primeru GP75, odstranili PBS ter v GP25 dodali 2 mL, v GP75 pa 5 mL raztopine 
tripsina. Nato pa pod mikroskopom preverili, da so se vse celice odlepile. Celične suspenzije 
smo prenesli v ustrezno označene 15 mL centrifugirke vsako gojitveno posodo pa sprali, in 
sicer z 2-kratnim volumnom izrabljenega medija (GP25 - 4 mL, GP75 - 10 mL), ki smo ga 
prenesli v ustrezno centrifugirko s tripsinizirano celično suspenzijo. Zaprte centrifugirke smo 
centrifugirali 5 minut pri 500 × g, odstranili supernatante in celične usedline resuspendirali v 
po 2 mL svežega gojitvenega medija. Nato smo pripravili vzorce za štetje celic na števni 
komori ploščici in potem celice uporabili za nadaljnje gojenje ali pa jih zamrznili in shranili v 






3.2.4 Štetje celic v števni komori 
 
Pred vzorčenjem za štetje smo celično suspenzijo dobro premešali, da je postala homogena. 
Odpipetirali smo 2-krat po 20 µL vzorca in jima dodali enak volumen raztopine 0,4 % 
raztopine tripanskega modrila na parafilmu. Vsako mešanico smo z nežnim pipetiranjem 
dobro premešali in po 20 µL vsakega paralelnega vzorca nanesli na Neubauerjevo števno 
komoro (enega na zgornji, drugega na spodnji prekat). Tripansko modrilo obarva mrtve celice 
modro, je pa za celice toksično, zato mu te ne smejo biti predolgo izpostavljene. Prešteli smo 
žive in mrtve celice v obeh prekatih števne komore, nato pa s pomočjo spodnje enačbe 
izračunali celokupno število vseh, ter posebej število samo živih celic v suspenziji: 
𝑁𝑐 = (𝑛1 +
𝑛2
𝑁𝑝
𝑁𝑘)𝑅 · 𝑉 · 10
4 
𝑛1 = število celic v posamezni prešteti komori, 
𝑁𝑐 = število celic v suspenziji, 
𝑁𝑝 = število paralelk, 
𝑁𝑘 = število preštetih polj (kvadratkov), 
R = faktor redčenja, 
V = volumen celične suspenzije. 
Nato smo izračunali še odstotek živih celic: živost(%) = (število živih celic / število vseh 
celic) × 100. 
 
3.2.5 Zamrzovanje in shranjevanje celic v tekočem dušiku 
 
Celice smo po tripsinizaciji zamrznili in shranili v tekočem dušiku. Ustrezna deleža 
posamezne celične suspenzije smo razdelili v dve centrifugirki in ju centrifugirali 5 minut pri 
500 × g. Medtem smo pripravili zamrzovalni medij (glej točko 3.1.3.). Po centrifugiranju smo 
previdno odlili supernatant ter celično usedlino resuspendirali v 1.500 µL FBS, nato pa dodali 
še enako količino zamrzovalnega medija z DMSO. Mešanico smo v enakih delih prenesli v 
dobro ohlajeni krioviali, ju zaprli in postavili v posodo za počasno zamrzovanje (MrFrosty), 
ki smo jo postavili v zamrzovalnik na –80 °C. Čez en dan smo krioviale prenesli v kontejner s 




3.2.6 Diferenciacija ASC v adipogeno in osteogeno linijo 
 
3.2.6.1 Odmrzovanje celic 
Kriovialo s celicami smo vzeli iz posode s tekočim dušikom in med hitrim odtajevanjem 
vanjo s pipeto postopno dodajali medij z 20-% FBS, ki je bil predhodno segret na 37 °C, 
vsebino premešali in jo postopno prenašali v 15-mL centrifugirko. S hitrim odtajanjem smo 
preprečili toksično delovanje DMSO na celice. Nato smo k odtajani celični suspenziji dodali 
gojitveni medij, s katerim smo sprali tudi kriovialo. Centrifugirko s celicami smo 
centrifugirali 5 minut pri 500 × g in po odlitju supernatanta odstranili DMSO. Celično 
usedlino smo resuspendirali v gojitvenem mediju in pripravili vzorce za štetje celic. Nato smo 
pripravili ustrezne redčitve za naselitev celic v celične kulture.  
 
3.2.6.2 Diferenciacija 
Po odmrzovanju smo celice v kulturah usmerili v adipogeno in osteogeno diferenciacijo. Pri 
tem smo preverjali uspešnost adipogene (v maščobne celice) in osteogene (v kostne celice) 
diferenciacije ASC, pridobljenih po mehanski in encimski razgradnji lipoaspirata. Glede na 
število vzorcev smo se odločili za uporabo gojitvene plošče z 12 vdolbinami. 
Naselitvena gostota za osteoindukcijo in za adipogeno diferenciacijo je bila 10.000 celic/cm². 
Vsak celični vzorec smo naselili v gojitveno posodo v paralelkah. Za osteoindukcijo smo 
celicam dodali 1 mL osteogenega medija (glejte točko 3.1.3.). Osteogeno diferenciacijo smo 
izvajali 3 do 4 tedne, gojitveni medij pa menjali na 3 do 4 dni. Prvič smo dodali 1 mL 
osteoindukcijskega gojitvenega medija, pri vsaki naslednjo menjavi pa smo ga zamenjali 0,5-
mL. Celice v kontrolnem poskusu pa smo gojili v navadnem gojitvenem mediju. 
Adipogeno diferenciacijo smo izvedli podobno kot osteogeno. Razlikovala se je le po krajšem 
času gojenja, ki v gojitvenem mediju za adipoindukcijo (AIM) traja le 2 tedna, zato smo v ta 
namen uporabili drugo ploščo z 12 vdolbinami. Naselili smo celice, jim dodali 1 mL 
gojitvenega medija za adipoindukcijo (glejte točko 3.1.3. gojišča, pufri in raztopine). 
Gojitveni medij menjali na 3 dni, pri čemer smo vsakokrat nadomestili celotno količino 





3.2.7 Preverjanje diferenciacije ASC v adipogeno in osteogeno celično 
linijo 
Uspešnost diferenciacije ASC v osteogeno linijo oz. v osteocite smo preverjali z določanjem 
kalcija, ki so ga pri tem celice izločile. Z barvanjem celične kulture z barvilom Oil Red O pa 
smo ugotavljali uspešnost diferenciacije ASC v adipogeno linijo oz. v adipocite. 
 
3.2.7.1 Kalcijev test 
Diferencirane kostne celice v zunajcelični matriks izločajo veliko kalcijevega fosfata, kolagen 
tipa I ter nekatere druge značilne proteine. Kalcijev fosfat se nahaja v obliki kristalov 
hidroksiapatita in daje kostnini trdnost in togost. Prisotnost kalcijevega fosfata in karbonata 
lahko preverjamo na dva načina, in sicer z barvanjem po von Kossi ali pa s kalcijevim testom, 
ki smo ga izbrali (33). 
Vzorce ASC smo 4 tedne gojili v osteoindukcijskem gojitvenem mediju (glejte točko 3.1.3.), 
nato pa izvedli kalcijev test. Najprej smo iz celičnih kultur odstranili gojitveni medij, k vsaki 
dodali po 1 mL 5% triklorocetne kisline (TCA), nato pa celice postrgali z dna vsake vdolbine 
gojitvene plošče in vse skupaj smo prenesli v mikrocentrifugirke in vsebine dobro premešali. 
Sledila je 30-minutna inkubacija na sobni temperaturi, pri čemer smo vzorce vsakih 5 do 10 
minut premešali in jih po koncu inkubacije centrifugirali 5 min pri 300 × g. Zbrali smo 
supernatante in pripravili reagent za barvanje iz dveh komponent (»color reagent« in »base 
reagent«), ki smo ju pomešali v razmerju 1:1 in mešanico pred uporabo pustili stati 15 minut. 
Nato smo pripravili standardne raztopine kalcijevega fosfata za izdelavo umeritvene krivulje. 
Za vse meritve smo uporabili mikrotitrsko ploščico s 96 vdolbinicami, v katere smo v treh 
paralelkah odpipetirali po: 
- 10 μL vzorca (supernatant posamezne celične kulture) + 90 μL reagenta za barvanje, 
in 
- 10 μL ustrezne standardne raztopine + 90 μL reagenta za barvanje. 
Absorbanco smo merili s spektrofotometrom pri 550 nm in 660 nm. Na osnovi dobljenih 
meritev smo izrisali umeritveno krivuljo, ki prikazuje vrednosti absorbance (ordinata) v 





3.2.7.2 Barvanje z barvilom Oil Red O 
Nastajajoče maščobne celice (adipociti) med diferenciacijo iz ASC začnejo v citoplazmi 
kopičiti maščobne kapljice, ki se sčasoma zlivajo v vse večje. Zrela maščobna celica je tako 
zgrajena pretežno iz maščobe, ki jo obdaja le tanka plast citoplazme (33). 
Vzorce ASC smo 14 dni gojili v adipoindukcijskem gojitvenem mediju (glejte točko 3.1.3.). 
Temu je sledilo barvanje maščobnih kapljic z Oil Red O. Ko smo pričeli s tem postopkom, 
smo najprej odstranili gojitveni medij in celice dvakrat sprali s PBS. Nato smo jih fiksirali v 
4-% paraformaldehidu, jih inkubirali 10 minut pri sobni temperaturi in potem sprali z 
destilirano vodo. Nato smo jih 10 minut inkubirali v barvilu Oil Red O (glejte točko 3.1.3. 
gojišča, pufri in raztopine). Oil Red O je lipofilno barvilo, ki se veže na lipidne vakuole in jih 
obarva rdeče. Celice smo po barvanju ponovno sprali z vodo, jih pogledali pod invertnim 
mikroskopom, ocenili ali so se diferencirale v adipocite in jih fotografirali. 
 
3.2.8 Statistična analiza  
 
Rezultate več paralelk smo predstavili kot aritmetična povprečja meritev treh vzorcev (A, B, 
C), torej n = 3, ki smo jih izračunali z uporabe enačbe:  
?̅? =




Poleg tega pa smo izračunali tudi pripadajoče standardne deviacije (SD): 
𝜎𝑥 = √




3.2.9 Shematični prikaz eksperimentalnega dela 
 
Za preglednejši prikaz izvedenih eksperimentalnih postopkov smo izdelali naslednji sliki 













4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
4.1 OPTIMIZACIJA MEHANSKE IZOLACIJE SVF 
 
Obdelava vzorca lipoaspirata med optimizacijo mehanske izolacije SVF je vključevala 
centrifugiranje, s katerim smo vodno frakcijo ločili od maščobne in od olja (Slika 6). 
Centrifugiranje je pomembno, saj z njim odstranimo diferencirane maščobne celice oz. 
adipocite, ki »lebdijo« nad vodno frakcijo. Sicer pa, kot smo to že večkrat izpostavili, SVF 
vsebuje heterogeno populacijo eritrocitov, žilnih endotelijskih celic, limfocitov, fibroblastov, 
makrofagov/monocitov, pericitov in ASC (17). 
 
Slika 7: Slika lipoaspirata v brizgi po centrifugiranju; (A = oljna, B = maščobna, C = vodna 
frakcija)  
Po centrifugiranju vzorcev lipoaspiratov smo beležili deleže vodne frakcije, maščobne 
frakcije in olja v vseh treh obravnavanih vzorcih,. Rezultate prikazujeta Preglednica I in Graf 





Preglednica I: Deleži vodne in maščobne frakcije v % po centrifugiranju pri optimizaciji mehanske 
razgradnje maščobe. 
  
Vzorec A Vzorec B Vzorec C Povprečje 
  VF M OLJE VF M OLJE VF M OLJE VF M OLJE 
R-15× 15 85 0 15 77 8 24 71 6 18 77 5 
R-30× 8 46 46 14 86 0 12 29 59 11 54 35 
R-60× 15 85 0 15 85 0 21 79 0 17 83 0 
Z-15× 15 69 15 15 85 0 24 71 6 18 75 7 
Z-30× 23 77 0 14 86 0 18 77 6 18 80 2 
Z-60× 15 85 0 15 85 0 12 29 59 14 66 20 




Graf 1: Grafični prikaz deležev (%) vodne in maščobne frakcije ter olja po centrifugiranju pri 





























Ugotovili smo, da je bilo v vseh treh vzorcih največ maščobne in bistveno manj vodne 
frakcije. 
Z optimizaciji mehanske izolacije smo z uporabo treh vzorcev lipoaspirata (A, B in C) želeli 
ugotoviti, kateri povezovalni priključek (rdeči - R ali zeleni - Z), glede na njegov notranji 
premer in dolžino ter kolikšno število potiskov skozenj (15, 30 ali 60), omogočata najboljši 
izkoristek izolacije celic. Kot kontrolo, ki smo jo označili s črko K, smo uporabili maščobo, ki 
je nismo obdelali mehansko, pač pa le centrifugirali. Rezultate optimizacije prikazujeta 
Preglednica II in Graf 2. 
Preglednica II: Število jedrnih celic na ml dekantirane maščobne frakcije (v 106/mL), določeno pri 
optimizaciji mehanske razgradnje. 
  
Vzorec A Vzorec B Vzorec C Povprečje SD 
R-15× 0,05 0,65 0,36 0,35 0,30 
R-30× 0,12 0,23 0,06 0,14 0,09 
R-60× 0,08 0,05 0,03 0,05 0,03 
Z-15× 0,58 0,16 0,35 0,37 0,21 
Z-30× 0,04 0,15 0,06 0,08 0,06 
Z-60× 0,05 0,20 0,03 0,10 0,09 


































Graf 2: Grafični prikaz števila jedrnih celic na mL dekantirane maščobne frakcije (v 106/mL), 
določeno tekom optimizacije mehanske razgradnje lipoaspiratov. 
 
Največje povprečno število jedrnih celic na mililiter dekantirane maščobne frakcije smo 
pridobili z najmanjšim številom potiskov (15) skozi povezovalni priključek. S povečevanjem 
števila potiskov je to povprečje upadalo, kar pomeni, da so celice precej občutljive na 
pretirano mehansko obdelavo. Razlika med zelenim in rdečim povezovalnim priključkom pa 
je bila v tem primeru minimalna. Ne glede na to smo najboljši rezultat zabeležili po uporabi 
zelenega priključka in 15 potiskov, pri čemer smo, v primerjavi s kontrolo, izolirali 1,4-krat 
več jedrnih celic, s čimer smo dosegli enega izmed ciljev magistrske naloge.  
Da bi dobili grobo oceno kakovosti izoliranih celic, smo določili število CFU-F na 106 jedrnih 
celic. Rezultate teh poskusov prikazujeta Graf 3 in Preglednica III. Tudi v tem primeru se je 
kot najboljša izkazala kombinacija zelenega priključke in 15 potiskov maščobe skozenj, saj je 
bila vrednost CFU-F kar za 11,8-krat večja v primerjavi s kontrolo. Zanimivo pa je, da smo 
dobili najboljši rezultat (CFU-F) pri uporabi rdečega priključka po 60 potiskih (R-60x) 
maščobe skozenj. V primeru uporabe zelenega priključka je vrednost CFU-F s povečevanjem 
števila potiskov hitro upadla, medtem ko pri rdečem tega trenda nismo opazili (rezultat je bil 
najslabši po 30, boljši pri 15 in najboljši pri 60 potiskih). Razlike v vrednostih CFU-F so bile, 
pri rdečem priključku po različnem številu potiskov maščobe skozenj, manjše kot pri 
zelenem. Od vrednosti CFU-F kontrolnega vzorca so bili torej boljši rezultati pri R-15×, R-
60× in Z-15×.  
Preglednica III: Število CFU-F na 106 jedrnih celic pri optimizaciji mehanske razgradnje. 
  
Vzorec A Vzorec B Vzorec C Povprečje SD 
R-15× 2.118 238 1.988 1.448 1.050 
R-30× 50 138 / 94 62 
R-60× 3.341 394 8.000 3.912 3.834 
Z-15× 5.788 2447 24.000 10.745 11.600 
Z-30× 2.118 29 503 883 1.095 
Z-60× 2.118 124 38 760,0 1.177 






Graf 3: Grafična predstavitev povprečnih vrednosti CFU-F na 106 jedrnih celic pri optimizaciji 
mehanske razgradnje lipoaspiratov 
 
Heterogena populacija SVF vsebuje poleg ASC številne druge celice, ki se, za razliko od 
ASC, ne pritrdijo na plastično rastno površino gojitvene posode. Pritrjene celice, ki smo jih 
opazovali pod mikroskopom, so imele značilno ploščato in razpotegnjeno fibroblastno obliko. 
Ob vse večji konfluentnosti so celice postajale čedalje bolj podolgovate. Njihovo rast smo 
spremljali tekom 14 dni, pri čemer smo jim menjavali medij na 3 do 4 dni. Slika 7 prikazuje 
obliko in rast celic, pridobljenih na različne načine iz vzorca C, pod invertnim mikroskopom 
po 14 dneh gojenja. Vidimo, da celice v vseh kulturah kažejo značilno fibroblastno obliko, 
brez opaznih morfoloških razlik. Konfluentnost je v tem primeru zelo težko primerjati, saj 
ASC rastejo v kolonijah.  
Da bi še dodatno ocenili kakovost izoliranih ASC, smo določili tudi povprečno število CFU-F 
na ml dekantirane maščobne frakcije. Rezultati so bili po pričakovanju podobni tistim pri 
določanju povprečnih vrednostmi CFU-F na 106 jedrnih celic. Tako smo tudi v tem primeru 
potrdili najboljši izkoristek pridobljenih ASC z zelenim priključkom s 15 potiski (Z-15×). Pri 
uporabi rdečega priključka pa je bila vrednost CFU-F po 15 potiskih večja kot po 60, kar je 
obratno kot pri izračunih na 106 jedrnih celic. To pomeni, da smo z manj potiski izolirali 
drugačno frakcijo celic kot z več potiski. V primerjavi s kontrolo smo z izolacijo Z-15× 

































Preglednica IV: Število CFU-F na ml dekantirane maščobne frakcije pri optimizaciji mehanske 
razgradnje. 
 
Vzorec A   Vzorec B    Vzorec C Povprečje     SD 
R-15× 106 155 708 323 334 
R-30× 6 31           0 12 16 
R-60× 270 20 235 175 135 
Z-15× 3.384 402 8.329 4.038 4.003 
Z-30× 90 5 30 42 44 
Z-60× 114 25 1 47 59 





     
 
Graf 4: Grafična predstavitev povprečnih vrednosti CFU-F na mL dekantirane maščobne frakcije, 




























4.2 PRIMERJAVA MEHANSKE IN ENCIMSKE IZOLACIJE 
 
Po optimizaciji mehanske izolacije SVF iz maščobe, kjer smo pokazali, da smo največje 
število celic pridobili s postopkom Z-15x, smo ga primerjali z učinkovitostjo encimske 
razgradnje s kolagenazo. 
Za primerjavo smo izbrali tri vzorce, ki smo jih označili z D, E in F. Rezultate primerjave 
omenjenih postopkov prikazujemo v Preglednici V in Grafu 5. 
Preglednica V: Število jedrnih celic na mL dekantirane maščobne frakcije (106/mL) pri primerjavi 
mehanske in encimske razgradnje. 
  
Vzorec D Vzorec E Vzorec F Povprečje SD 
Z-15× 1,04 0,13 0,54 0,57 0,46 
Kolagenaza 0,72 0,45 0,98 0,72 0,27 
 
 
Graf 5: Grafični prikaz primerjave povprečnih števil jedrnih celic na mL dekantirane maščobne 
frakcije (106/mL), pridobljenih z mehansko in encimsko razgradnjo maščobe. 
 
Vidimo, da smo z uporabo kolagenaze pridobili večje število jedrnih celic na ml maščobne 
frakcije kot v primeru uporabe optimizirane mehanske razgradnje, kar je povsem pričakovano. 
Opazili smo tudi, da so bili standardni odkloni (SD) povprečnih vrednosti večji pri mehanski 
izolaciji in da je bila tudi vrednost relativnega standardnega odklona (RSD) pri encimski 
izolaciji manjša (0,36 proti 0,81), kar pomeni, da je bil postopek encimske razgradnje 


























Število jedrnih celic na mL dekantirane maščobne frakcije 
(106/mL) pri primerjavi mehanske in encimske razgradnje 
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Čeprav se metode štetja jedrnih celic v objavljenih študijah razlikujejo, pa lahko splošne 
trende, ki smo jih opazili med našim delom, primerjamo s podatki iz literature. Tako so 
Aronowitz in sod. ugotovili, da je mehanska izolacija celic enako varna, a cenejša in hitrejša 
kot encimska, pri čemer pa pridobljeni izolat vsebuje manj predniških celic (26). Število 
izoliranih celic med študijami močno niha: za mehansko izolacijo od 10.000 do 240.000 celic 
na kubični centimeter lipoaspirata, za encimsko pa vse od 5.000 pa do 1.310.000. V povprečju 
dobimo z encimska metodo več celic, a je pri njej tudi razpon med objavljenimi rezultati 
bistveno večji v primerjavi z mehansko (26). Naši rezultati so prikazani v Preglednici VI in na 
Grafu 6. 
 
Preglednica VI: Število CFU-F na 106 jedrnih celic pri primerjavi mehanske in encimske razgradnje. 
  
Vzorec D Vzorec E Vzorec F Povprečje SD 
Z-15× 984 170 4.936 2.030 2.549 




Graf 6: Grafični prikaz povprečnih vrednost CFU-F na 106 jedrnih celic, določenih pri primerjavi 


























Povprečno število CFU-F na 106 jedrnih celic je bilo v primeru uporabe encimske metode 
razgradnje s kolagenazo večje kot pri mehanski razgradnji (Z-15×), in sicer za faktor 13,8. 
Da bi ocenili kakovost ekstrakta in SVF, smo ugotavljali še število CFU-F na ml dekantirane 
maščobne frakcije, kar prikazujeta Preglednica VII in Graf 7. Potrdili smo, da je razgradnja 
maščobnega tkiva s kolagenazo bistveno učinkovitejše od mehanske ekstrakcije, in sicer za 
faktor 16,3. Naši izsledki so torej v skladu z opažanji Aronowitza in sod. (26). Očitno z 
encimsko razgradnjo pridobimo SVF, ki ima večji potencial v smislu CFU-F. Bistvena 
omejitev naše raziskave je nedvomno majhno število vzorcev in tudi precejšnja variabilnost 
med njimi (merjena v obliki standardnih odklonov). Zato bi bilo treba uporabiti večje število 
vzorcev, da bi dobili zanesljivejše rezultate. 
Preglednica VII: Število CFU-F na mL dekantirane maščobne frakcije pri primerjavi mehanske in 
encimske razgradnje. 
  
Vzorec D Vzorec E Vzorec F Povprečje SD 
Z-15× 1.489 21 2.645 1.385 1.315 




Graf 7: Grafični prikaz povprečnih vrednosti CFU-F na mL dekantirane maščobne frakcije, določenih 

















Število CFU-F na mL dekantirane maščobne frakcije pri primerjavi 





Slika 8: Prikaz kolonij ASC v kulturah, vzpostavljenih po razgradnji vzorca D s kolagenazo.  
 
Slika 8 prikazuje število kolonij v posameznih vdolbinah gojitvenih plošč, v katere smo 





















Slika 9: Fotografije adherentnih celic (ASC) izoliranih na različne načine iz vzorca C, posnete pod 
invertnim mikroskopom pri 10-kratni povečavi, po 14-dnevnem gojenju v kulturah (merilo predstavlja 
100 µm): a) celična kultura Z-15×; b) celična kultura R-15×; c) celična kultura Z-30×; č) celična 




Da bi ocenili morfološke, fenotipske in diferenciacijske lastnosti izoliranih celic, smo jih 
gojili v kulturah. Slika 10 prikazuje mikroskopske posnetke celičnih kultur, posnete po 11 
dneh gojenja. Na ta način smo opazovali razlike v morfologiji celic, pridobljenih z mehansko 
in encimsko razgradnjo lipoaspiratov. Na sliki že na prvi pogled opazimo očitno razliko med 
analiziranima vzorcema. Za oceno njihove kakovosti pa smo izvedli še fenotipsko 
karakterizacijo in diferenciacijske teste. 
 







Slika 10: Fotografije celičnih kultur pod invertnim mikroskopom (vzorec D), posnete po 11 dneh 
gojenja, pri 10-kratni in 20-kratni povečavi.  
 
4.3 PRETOČNA CITOMETRIJA 
Fenotipske lastnosti celic, pridobljenih z mehansko in encimsko razgradnjo, smo analizirali s 
pretočno citometrijo. Slika 10 prikazuje rezultate analize SVF, izoliranih iz lipoaspirata E, in 
sicer z optimizirano mehansko obdelavo (Z-15×) in z encimsko razgradnjo s kolagenazo. 
Posamezne vrste celic v SVF, in sicer levkocite, endotelijske zrele celice, endotelijske 
predniške celice, pericite ter stromalne celice, smo določali z uporabo fluorescenčno 
označenih protiteles, ki so specifično prepoznavala posamezne značilne označevalce različnih 









B: Vzorec E, kolagenaza 
 
Slika 11: Primer analize celičnih populacij v SVF (pretočna citometrija) po izvedeni optimizirani 
mehanski (A) in encimski (B) razgradnji lipoaspirata  
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Preglednica VIII: Delež populacij celic (v %) znotraj SVF pri primerjavi mehanske in encimske 
razgradnje. 
 Kolagenaza Delež populacij celic SVF   
    
  
POVPREČJE SD 
Označevalci Vzorec D Vzorec E Vzorec F Kolagenaza   
ŽIVE CD45+celice 14,7 19,4 33,7 22,6 9,9 
ŽIVE CD45-celice 68,4 59,7 60,6 62,9 4,8 
ŽIVE CD45-CD34+ CD31+ (endotelijske 
predniške celice) 
27,6 31,6 25,3 28,2 3,2 
ŽIVE CD45-CD34-CD31+ (endotelijske zrele 
celice) 
0,9 0,6 0,2 0,6 0,3 
ŽIVE CD45-CD146+ CD31-(periciti) 5,4 7,2 5,6 6,1 1,0 
ŽIVE CD45-CD34+ CD146-CD31-(stromalne 
celice) 
19,8 6,6 23,8 16,7 9,0 
 
 
 Z-15× Delež populacij celic SVF   
  
   
POVPREČJE SD 
Označevalci Vzorec D Vzorec E Vzorec F Z-15x   
ŽIVE CD45+ celice 34,8 18,6 70,8 41,4 26,7 
ŽIVE CD45- celice 25,3 33,5 16,7 25,2 8,4 
ŽIVE CD45- CD34+ CD31+ 
(endotelijske predniške celice) 
0,4 0,4 0,1 0,3 0,2 
ŽIVE CD45- CD34- CD31+ 
(endotelijske zrele celice) 
0,1 0,8 0,2 0,4 0,4 
ŽIVE CD45- CD146+ CD31- 
(periciti) 
0,7 5,4 0,3 2,1 2,8 
ŽIVE CD45- CD34+ CD146- CD31- 
(stromalne celice) 







Graf 8: Grafična predstavitev deležev posameznih populacij celic v SVF, pridobljenih z mehansko in 
encimsko razgradnjo lipoaspiratov. 
 
Po encimski razgradnji smo določili največ endotelijskih predniških celic, po optimizirani 
mehanski (Z-15×) pa največ levkocitov. Točneje smo po razgradnji s kolagenazo zaznali 
največji delež endotelijskih predniških kot živih celic CD45-CD34+ CD31+), po optimizirani 
mehanski razgradnji pa največ živih celic CD45+ (levkocitov). Medtem ko so bile endotelijske 
predniške celice v SVF po encimski razgradnji prisotne v zelo visokem deležu, pa so bile po 
mehanski razgradnji (Z-15×) manj številčne. Po encimski razgradnji lipoaspiratov smo 
izmerili nekoliko višji delež pericitov in stromalnih celic kot po mehanski. Število zrelih 
endotelijskih celic je bilo tako po encimski kot po mehanski razgradnji zelo majhno. Deleži 
posameznih vrst celic v različno izoliranih SVF so prikazani v Preglednici VIII in na Grafu 8. 
Razlika med primerjanima metodama razgradnje maščobnega tkiva je bila opazna in je 
znašala približno 20 % v primeru deležev živih celic CD45+.  
Ko smo primerjali optimizirano mehansko z encimsko razgradnjo lipoaspiratov, smo 
primerjali tudi živost vseh izoliranih jedrnih celic. Pri razgradnji s kolagenazo je bila ta zelo 
visoka, pri mehanski pa nekoliko nižja, kar prikazujeta Preglednica IX in Graf 9. Pri encimski 
razgradnji je bila standardna deviacija povprečne vrednosti bistveno nižja, kot pri mehanski, 





















































Preglednica IX: Živost vseh jedrnih celic (v %) pri primerjavi mehanske in encimske razgradnje. 
 
      
Kolagenaza 87,1 95,0 94,2 92,1 4,4 
Z – 15× 45,7 54,4 87,5 62,5 22,0 
 
 
Graf 9: Grafična predstavitev živosti vseh jedrnih celic, določena s pretočno citometrijo pri primerjavi 
mehanske in encimske razgradnje lipoaspiratov. 
 
Poleg tega smo primerjali tudi živost posameznih populacij celic znotraj SVF, ki smo jih 
pridobili z mehansko (Z-15×) in encimsko (kolagenaza) razgradnjo lipoaspiratov. Rezultati te 
analize so prikazani v Preglednici X in na Grafu 10. Po razgradnji s kolagenazo je bila živost 
vseh vrst celic v primerjavi z mehansko razgradnjo zelo visoka. Največji delež živih celic po 
mehanski razgradnji so izkazovale stromalne celice (75 %), ki pa jih je bilo po razgradnji 
lipoaspiratov v SVF s kolagenazo bistveno več (97 %). Z izjemo zrelih endotelijskih celic, ki 
so v vzorcih SVF, pridobljenih z obema metodama izkazovale nizko živost (36 oz. 38 %), je 
bila živost ostalih po encimski razgradnji 80 - 97 %, po mehanski pa 37 - 75 %. Ta rezultat 
potrjuje pričakovanja, da z encimsko izolacijo SVF pridobimo celice z boljšimi lastnostmi. 
Ob tem pa je treba poudariti tudi, da je postopek z mehansko razgradnjo maščobnega tkiva 
slabše ponovljiv, kar se odraža v visokih vrednostih standardnih odklonov povprečnih 
vrednosti odstotkov živosti, še posebej pri predniških in zrelih endotelijskih celicah. Vsekakor 



















Preglednica X: Živost različnih populacij celic (v %) znotraj SVF pri primerjavi mehanske in 
encimske razgradnje. 
 
Živost različnih populacij celic SVF  
Označevalci Z – 15× 
Vzorec F Vzorec E Vzorec D Povprečje SD 
RedDot+ (jedrne celice) 89,4 31,2 56,9 59 29 
CD45+ celice 94,0 47,8 64,8 69 23 
CD45- celice 75,7 24,9 50,1 50 25 
CD45- CD34+ CD31+ (endotelijske predniške 
celice) 
96,7 3,3 9,8 37 52 
CD45- CD34- CD31+ (endotelijske zrele celice) 91,4 3,3 18,1 38 47 
CD45- CD146+ CD31- (periciti) 57,5 86,7 28,6 58 29 
CD45- CD34+ CD146- CD31- (stromalne celice) 92,3 57,6 74,5 75 17 






Živost različnih populacij celic SVF  
Označevalci Kolagenaza 
Vzorec F Vzorec E  Vzorec D Povprečje SD 
RedDot+ (jedrne celice) 93,7 73,0 85,1 84 10 
CD45+ celice 91,5 72,1 77,1 80 10 
CD45- celice 94,9 73,3 87,4 85 11 
CD45- CD34+ CD31+ (endotelijske predniške 
celice) 
95,6 73,0 88,0 86 11 
CD45- CD34- CD31+ (endotelijske zrele celice) 50,2 32,1 26,4 36 12 
CD45- CD146+ CD31- (periciti) 98,4 86,5 97,5 94 7 
CD45- CD34+ CD146- CD31- (stromalne celice) 98,1 94,2 98,6 97 2 






Graf 10: Grafična predstavitev povprečnih odstotkov živosti različnih celičnih populacij v SVF, 
pridobljenih z optimizirano mehansko (Z-15×) in encimsko (kolagenaza) razgradnjo lipoaspiratov. 
 
 
4.4 PREVERJANJE DIFERENCIACIJSKE SPOSOBNOSTI ASC 
 
Na koncu smo z adipogeno in osteogeno diferenciacijo ASC preverili še, ali obstajajo med 
tistimi, ki smo jih pridobili z optimizirano mehansko (Z-15×) in z encimsko razgradnjo s 
kolagenazo, kakšne razlike. Za adipogeno diferenciacijo smo izbrali tri vzorce celic, ki so 
izvirali iz SVF, izoliranih s kolagenazo ali mehansko izolacijo, jih 14 dni gojili v 
adipoindukcijskem ter hkrati v kontrolnem gojitvenem mediju. Nato smo z barvilom Oil Red 
O, ki lipidne vakuole znotraj adipocitov obarva rdeče, dokazovali uspešnost diferenciacije. Ta 




































































































































































Živost različnih populacij celic SVF pri primerjavi mehanske in encimske razgradnje
Kolagenaza

































Slika 12: Fotografije ASC po 14 dneh v adipoindukcijskem gojitvenem mediju, posnete pod invertnim 
mikroskopom pri 20- in 40-kratni povečavi (merilo: 100 µm), za primerjavo obsega diferenciacije v 
adipocite.  
 
Za primerjavo učinkovitosti osteogene diferenciacije smo prav tako izbrali tri vzorce ASC, ki 
so bili izolirani iz SVF, pridobljenih s kolagenazo ali z mehansko razgradnjo lipoaspiratov, jih 
en mesec gojili v osteoindukcijskem ter hkrati še v kontrolnem gojitvenem mediju, nato pa 
izvedli kalcijev test. Med gojenjem so celice tvorile kalcijeve depozite, ki so merilo za obseg 
osteogene diferenciacije. V vseh vzorcih je bila ta uspešna in tudi razlik med posameznimi 
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Slika 13: Fotografije ASC po enem mesecu v osteoindukcijskem gojitvenem mediju, posnete pod 
invertnim mikroskopom pri 10- in 40-kratni povečavi (merilo: 100 µm), za primerjavo obsega 
diferenciacije v osteocite.  
 
Kalcijev test za kvantitativno določitev kalcija v depozitih smo izvedli s 
spektrofotometričnimi meritvami absorbanc pri 550 nm in 660 nm. Rezultati, prikazani v 
Preglednici XI in na Grafu 11 kažejo, da je bila koncentracija kalcija v vzorcih diferenciranih 
ASC, ki smo jih izolirali iz SVF, pridobljenih z obema načinoma razgradnje maščobnega 
tkiva, zelo visoka, kar potrjuje uspešnost osteogene diferenciacije. Razlike med posameznimi 






Preglednica XI: Koncentracija kalcija pri osteogeni diferenciaciji celic pri primerjavi med mehansko 
in encimsko razgradnjo. 
Vzorec Koncentracija kalcija po osteogeni diferenciaciji ASC 
(μg/mL) 
F E D Povprečje  SD 
MEHANSKA: osteogena 
dif. 
37 53,7 23 37,9 12,5 
ENCIMSKA: osteogena 
dif. 
20,4 57,9 34,6 37,6 15,5 
MEHANSKA: kontrola 1,6 0,7 1,6 1,3 0,4 
ENCIMSKA: kontrola 0,9 0,6 -0,2* 0,4 0,5 




Graf 11: Grafični prikaz povprečnih vrednosti koncentracij kalcija v kulturah osteogeno diferenciranih 
ASC, ki smo jih pridobili iz SVF, pripravljenih z optimizirano mehansko (Z-15×) in encimsko 































V okviru magistrske naloge smo optimizirali mehanski postopek za izolacijo frakcije živih 
stromalnih celic (SVF) iz človeškega maščobnega tkiva. S preskušanjem različnih priključkov 
za brizge in števila potiskov skoznje smo dosegli izkoristke, ki so bili do 93-krat boljši kot pri 
mehanski izolaciji s centrifugiranjem. Uspešnost postopka smo nato preverili tako s štetjem 
jedrnih celic v izolirani maščobi kakor tudi z njihovo karakterizacijo, in sicer z ugotavljanjem 
njihove živosti, fenotipskih in diferenciacijskih lastnosti. Ugotovili smo, da vrsta priključka in 
število potiskov maščobe skozenj močno vplivata na učinkovitost postopka. Tako smo izbrali 
optimalno kombinacijo Z-15×, in sicer 15 potiskov skozi zeleni priključek z notranjim 
premerom 4 mm in dolžino 17 mm. 
Encimska izolacija SVF iz lipoaspiratov je bila v vseh primerih pričakovano učinkovitejša od 
mehanske. Z optimiziranim mehanskim postopkom razgradnje maščobnega tkiva (Z-15×) 
smo se ji sicer uspeli približati, nismo pa je presegli. Encimska izolacija s kolagenazo je 
izkazovala tako višji izkoristek pri izolaciji SVF, tako v smislu večjega števila celic kakor tudi 
njihove kvalitete (večja živost in večji deleži različnih celičnih populacij s terapevtskim 
potencialom). Pri gojenju ASC v gojitvenih medijih, ki sta omogočila njihovo diferenciacijo v 
kostne ali maščobne celice, pa nismo opazili razlik v diferenciacijskih sposobnostih teh celic, 









V okviru magistrske naloge smo ugotovili naslednje: 
1. Pri izolaciji stromalnih žilnih celic iz maščobnega tkiva (SVF) smo z optimizacijo 
mehanske razgradnje za do 93-krat povečali izkoristek v primerjavi z metodo, ki 
vključuje le centrifugiranje. 
2. Encimska izolacija SVF iz maščobnega tkiva je omogočila za 16-krat večji 
izkoristek kot optimizirana mehanska razgradnja. 
3. Stromalne žilne celice (SVF), pridobljene z encimsko razgradnjo maščobnega 
tkiva s kolagenazo, so izkazovale boljše fenotipske lastnosti kot tiste, izolirane z 
optimizirano mehansko razgradnjo, saj so vsebovale večje deleže celic s 
terapevtskim potencialom, med katerimi je bilo tudi več živih (80–97 %). Matične 
celice maščobnega tkiva (ASC), izolirane z obema postopkoma pa so bile enako 
uspešne pri adipogeni in osteogeni diferenciaciji in vitro. 
Uspeli smo torej optimizirati izolacijo SVF z mehansko razgradnjo maščobnega tkiva, pri 
čemer smo se približali izkoristku, doseženem z encimsko razgradnjo s kolagenazo. Ne glede 
na to, da so bile fenotipske lastnosti celičnih populacij v SFV, izoliranih s kolagenazo, v 
primerjavi s tistimi, pridobljenimi z optimizirano mehansko razgradnjo lipoaspiratov nekoliko 
boljše, pa so bile vse ASC enako učinkovite pri diferenciaciji v maščobne in kostne celice in 
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